*Nm23-H1*基因是第一个被发现的重要的肿瘤转移抑制基因，为*nm23*基因家族8个成员之一^\[[@b1],\ [@b2]\]^，该基因与人类多种肿瘤的侵袭转移密切相关。已有的研究表明：nm23-H1具有多种酶的活性^\[[@b3]-[@b6]\]^，其44位丝氨酸的磷酸化水平与其肿瘤转移抑制功能有关；118位的组氨酸突变为苯丙氨酸，丧失核苷二磷酸激酶活性，但不影响其肿瘤抑制功能；96位的脯氨酸突变为丝氨酸和120位的丝氨酸突变为甘氨酸则保留了核苷二磷酸激酶活性，丧失了组氨酸依赖的蛋白磷酸转移酶活性，其不同特定碱基的突变改变了其蛋白酶活性并影响到肿瘤的生物学行为。为此，本研究应用重叠延伸PCR方法构建shRNA（NM_000269.x-99s1c1:GCGTACCTTCATTGCGATCAA）抵抗的nm23-H1^S44A^、nm23-H1^P96S^、nm23-H1H118F、nm23-H1^S120G^、nm23-H1^P96S-S120G^五个突变型真核表达载体并验证其表达，从而为进一步揭示*nm23-H1*基因在肿瘤信号传导通路的分子机制奠定基础。

1. 材料和方法 {#s1}
=============

1.1. 材料 {#s1-1}
---------

pcDNA3.1Hygro(+)由本实验室保存；菌种大肠杆菌DH5α购自北京全式金生物技术有限公司；pcDNA3.1(+)-shRNA-resistant-nm23-H1由本实验室构建；PCR反应试剂盒购自Roche公司；Goldview购自北京赛百盛公司；质粒提取试剂盒、PCR产物纯化试剂盒、凝胶回收试剂盒、DNA连接试剂盒均购自QIAGEN公司；限制性内切酶*Bam*H1、*Xba*1购自NEB公司；核酸Marker购自美国Fermentas公司；nm23-H1鼠单抗、β-actin鼠单抗购自CST公司；其他试剂均为国产或进口分析纯；引物合成及DNA测序均由华大基因公司完成。

1.2. 方法 {#s1-2}
---------

### 1.2.1. 质粒提取 {#s1-2-1}

摇菌扩增质粒，HiSpeed Plasmid Midi Kit提取质粒，紫外分光光度仪测定质粒浓度及纯度。

### 1.2.2. 引物设计 {#s1-2-2}

包括侧翼引物和突变引物（[表 1](#Table1){ref-type="table"}和[表 2](#Table2){ref-type="table"}），根据GenBank报道的nm23-H1cDNA序列号（X17620）、重叠延伸PCR定点突变原理、*nm23-H1*基因shRNA抵抗突变碱基序列及载体pcDNA3.1Hygro(+)图谱，利用Oligo7软件共设计1对侧翼引物及4对突变引物。侧翼引物上游酶切位点*Bam*H1:GGATCC，下游酶切位点*Xba*1:TCTAGA；4个突变点分别为44位的丝氨酸（TCC）突变为丙氨酸（GCC）S44A，96位的脯氨酸（CCT）突变为丝氨酸（TCT）P96S，118位的组氨酸（CAT）突变为苯丙氨酸（TTT）H118F，120位的丝氨酸（AGT）突变为甘氨酸（GGT）S120G。

###### 

侧翼引物

Outside primers

  Primer name   Primer sequence(5'→3')
  ------------- -----------------------------------------
  F             (GC)[GGATCC]{.ul}ATGGCCAACTGTGAGCGAA
  R             (CG)[TCTAGA]{.ul}TCATTCATAGATCCAGTTCTGA

###### 

突变引物

Mutation primers

  Primer   name Primer sequence(5'→3')
  -------- --------------------------------------------------------
  Fm44     GAAATTCATGCAAGCT[G]{.ul}(T)CCGAAGATCTTCTCAAGG
  Rm44     CCTTGAGAAGATCTTCGG[C]{.ul}(A)AGCTTGCATGAATTTC
  Fm96     CGGGGAGACCAAC[T]{.ul}(C)CTGCAGACTCCAAGC
  Rm96     GCTTGGAGTCTGCAG[A]{.ul}(G)GTTGGTCTCCCCG
  Fm118    CAAGTTGGCAGGAACATTATA[TT]{.ul}(CA)TGGCAGTGATTCTGTGGAGA
  Rm118    TCTCCACAGAATCACTGCCA[AA]{.ul}(TG)TATAATGTTCCTGCCAACTTG
  Fm120    GGAACATTATACATGGC[G]{.ul}(A)GTGATTCTGTGGAGAGT
  Rm120    ACTCTCCACAGAATCAC[C]{.ul}(T)GCCATGTATAATGTTCC

### 1.2.3. 突变反应 {#s1-2-3}

每个待突变位点需要3个PCR反应来完成。首先以质粒pcDNA3.1(+)-shRNA-resistant-nm23-H1为模板，正向侧翼引物F和突变引物Rm为上下游引物进行PCR扩增（PCR1），扩增突变位点及其上游序列的DNA片段，产物命名P1，同时也以质粒pcDNA3.1(+)-shRNA-resistant-nm23-H1为模板，以突变引物Fm和反向侧翼引物R为上下游引物进行PCR扩增（PCR2），扩增含突变位点及其下游序列的DNA片段，产物命名为P2。最后取P1和P2各1 μL为模板，以正、反向侧翼引物F和R为上下游引物进行第3次PCR扩增（PCR3），用外侧引物将P1和P2拼接而成含突变位点的目的产物。PCR反应总体积均为25 μL：10×Buffer 2.5 μL，Taq DNA polymerase 0.5 μL，dNTPs（10 mM）1 μL，正、反向引物（20 μM）各0.5 μL，模板质粒pcDNA3.1(+)-shRNA-resistant-nm23-H1（230 ng/μL）0.5 μL，模板P1、P2各1 μL，余用双蒸水补足。PCR循环条件均为94 ℃预变性2 min；94 ℃变性30 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸45 s，共30个循环；末次循环后，72 ℃再延伸8 min，4 ℃终止循环。用PCR产物纯化试剂盒将第3次PCR循环结束后产物纯化，经1%琼脂糖凝胶电泳鉴定（[图 1](#Figure1){ref-type="fig"}），与目的片段大小（459 bp）相符，在nm23-H1^H118F^片段泳道可见一杂带，应用NDA凝胶回收试剂盒将杂带去除。

![PCR结果\
PCR amplification products were obtained by an overlap extension PCR](zgfazz-17-3-183-1){#Figure1}

### 1.2.4. 联合位点（P96S-S120G）突变方法 {#s1-2-4}

以片段大小相符的nm23-H1^P96SPCR^纯化产物为模板进行重叠延伸PCR反应，操作步骤同前。

### 1.2.5. 目的基因片段与载体连接克隆 {#s1-2-5}

将载体pcDNA3.1Hygro(+)及PCR纯化产物进行*Bam*H1、*Xba*1双酶切反应，酶切产物再次纯化，以DNA连接试剂盒连接过夜。连接产物转化感受态DH5α大肠杆菌。取200 μL菌液涂布于含100μg/mL氨苄青霉素的LB平板中，37 ℃摇床过夜，挑取阳性菌落小摇。

### 1.2.6. 转染及Western blot验证nm23-H1蛋白表达 {#s1-2-6}

脂质体法将shRNA抵抗*nm23-H1*基因重组突变质粒转染稳定沉默*nm23-H1*基因表达的肺癌细胞株A549/nm23-H1-shRNA，48 h后细胞裂解后提取总蛋白，测定浓度后进行12%SDS-PAGE电泳。100 V转膜1 h，抗nm23-H1和β-actin一抗4 ℃孵育过夜，洗膜后室温二抗孵育1 h，ECL显影。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. 突变载体菌液PCR鉴定 {#s2-1}
------------------------

取菌液1 μL为模板，以侧翼正、反向引物为上下游引物进行PCR扩增反应，产物行1%琼脂糖凝胶电泳检测，所得片段与目的基因大小（459 bp）相符（[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}）。

![菌液PCR电泳结果\
PCR amplification products from the bacteria](zgfazz-17-3-183-2){#Figure2}

2.2. 突变载体DNA测序结果 {#s2-2}
------------------------

构建的4个单点突变型和1个联合位点突变型抗shRNA *nm23-H1*基因，经DNA测序验证，碱基突变结果与预期完全一致，抗shRNA碱基序列未发生改变（[图 3](#Figure3){ref-type="fig"}）。

![测序结果\
Results of sequencing](zgfazz-17-3-183-3){#Figure3}

2.3. shRNA抵抗*nm23-H1*基因重组突变质粒转染恢复实验 {#s2-3}
---------------------------------------------------

将shRNA抵抗*nm23-H1*基因重组突变质粒转染稳定沉默*nm23-H1*基因表达的肺癌细胞株A549/nm23-H1-shRNA，48 h后收获细胞蛋白作Western blot检测，显示恢复了nm23-H1蛋白的正常表达（[图 4](#Figure4){ref-type="fig"}）。

![A549/nm23-H1-shRNA细胞基因重组质粒恢复实验，与对照组相比*nm23-H*基因重组质粒转染组重现nm23-H1蛋白的正常表达\
shRNA rescue experiment in A549/nm23-H1-shRNA cells analyzed by Western blot](zgfazz-17-3-183-4){#Figure4}

3. 讨论 {#s3}
=======

基于PCR方法的定点突变是指在基因的特定位点引入突变，有目的改变DNA序列中的碱基，是研究基因蛋白质结构与功能之间关系的有力工具^\[[@b7],\ [@b8]\]^。重叠延伸PCR技术采用互补引物，使PCR产物之间形成重叠链，从而在随后的扩增反应中通过重叠链的延伸将不同来源的扩增片段拼接起来，其成功的关键在于突变引物的设计，重叠部分应设计20个碱基左右，并且使引物的Tm值彼此接近。此技术利用PCR可以在体外进行有效的基因重组，并可在侧翼引物加入限制性酶切位点，可以将突变成功的基因片段克隆到目的载体上，比依靠试剂盒内切酶消化^\[[@b9]\]^的基因突变方法灵活、经济，后者需要事先克隆载体且后期筛选假阳性率高。重叠延伸PCR几乎没有任何特殊条件的限制，而且成功率很高，可利用这一技术很快获得其他依靠内切酶消化的方法难以得到的产物，因此运用非常广泛。本实验即是利用该技术通过设计突变引物和侧翼引物，并在侧翼引物加入酶切位点成功克隆到四个单点定点突变载体和一个联合位点突变载体，经验证与预期相符。

*Nm23*基因是美国国立癌症研究所的Steeg^\[[@b1]\]^等于1988年用消减杂交分离的方法筛选7个K-1735小鼠黑色素瘤细胞株时发现并分离出来的cDNA克隆，显示在2个低转移细胞株中其mRNA表达较另外5个高转移细胞株高10倍，随后在蛋白水平的检测中也有类似发现。*Nm23*基因是一个具有高度同源性的保守基因家族，广泛存在于细菌、酵母、植物、果蝇、鼠及人类在内的众多生物物种之中。迄今人类*nm23*基因家族已经发现8个成员，即nm23-H1至nm23-H8。其中nm23-H1亚型与人类肿瘤的发生、发展的关系最为密切，其mRNA由533个核苷酸组成，产生的蛋白质含有152个氨基酸，编码核苷二磷酸激酶-A（NDPK-A），分子量约为17 kDa，该基因具有抑制肿瘤转移潜能而不影响肿瘤大小的能力^\[[@b10]\]^。

侵袭转移是恶性肿瘤的重要生物学特征，也是导致肿瘤患者死亡的主要原因。*Nm23-H1*是第一个被发现的重要的肿瘤转移抑制基因，其抑制肿瘤侵袭转移的能力在多种肿瘤细胞实验中得到了证实，因此其抑制肿瘤侵袭转移作用的分子机理研究得到了持续的关注。同样在肺癌的基础研究中，*nm23-H1*基因被证明起着"转移抑制级联"^\[[@b11],\ [@b12]\]^的作用，作为靶基因通过级联效应调节下游基因的表达从而抑制肺癌细胞的侵袭转移表型，精细调控着细胞的多种生理功能，但其在抑制肺癌侵袭转移能力方面的分子机制尚未阐明。

本实验室研究工作已经证明肿瘤转移抑制基因*nm23-H*低表达、杂合性缺失和突变与肺癌的高转移性和预后不良密切相关，其编码蛋白核苷二磷酸激酶-A的酶活性可能在抑制肺癌侵袭转移方面起着重要作用。而已有的研究^\[[@b11]-[@b19]\]^表明*nm23-H1*基因编码蛋白具有3′→5′核酸外切酶、核苷二磷酸激酶和组氨酸蛋白激酶等多种酶的活性，并且相关研究显示，突变的*nm23-H1*基因蛋白在细胞的生长、分化及信号传导方面具有多种功能，其44位丝氨酸的磷酸化水平与其肿瘤转移抑制功能有关；118位的组氨酸突变为苯丙氨酸，丧失核苷二磷酸激酶活性，但不影响其肿瘤抑制功能；96位的脯氨酸突变为丝氨酸和120位的丝氨酸突变为甘氨酸则保留了核苷二磷酸激酶活性，丧失了组氨酸依赖的蛋白磷酸转移酶活性。本研究通过设计五个定点突变来改变其上述的相关酶活性，以shRNA抵抗的nm23-H1cDNA为模板利用重叠延伸PCR技术构建了shRNA抵抗的四个单点突变载体和一个联合位点突变载体，经鉴定符合预期要求，并验证了其蛋白表达，为下一步转染shRNA抵抗的A549肺癌细胞株^\[[@b17]\]^研究*nm23-H1*基因在肿瘤转移抑制及细胞信号传导中的生化机制奠定了基础。
